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Resumen

El sindrome de Intestino Irritable (Sll) es un trastorno de la interaccién intestino-cerebro
(THC) que se caracteriza por la presencia de dolor abdominal asociado con cambios del
hébito intestinal. Con base en lo anterior, se clasifica en los subtipos con predominio en
estrefiimiento (SII-E), predominio de diarrea (SlI-D), alternancia entre ambos patrones
Sl mixto (SlII-M), y un grupo de pacientes que no puede clasificarse en ninguno de los
patrones o SlI no clasificable (SII-NC). Hasta el momento, el diagnéstico se establece
mediante criterios basados en sintomas, denominados los Criterios de Roma, debido a
gue el Sl al igual que los demas TIIC tienen una fisiopatologia multifactorial incluyendo
inflamacion de bajo grado y alteraciones de la microbiota intestinal entre otros, pero no
existe un Biomarcador diagnostico para ellos. Recientemente hemos evaluado
Biomarcadores de estrés oxidante (EO) en pacientes con Sll, encontrando mayor
concentracion de malondialdehido (MDA) y glutation oxidado (GSSG), y una disminucion
significativa en los niveles de glutation reducido (GSH) y del cociente de GSH/GSSG en
los pacientes con Sl en comparacién con los controles sanos, sin diferencias entre los
subtipos con SlI. Considerando lo anterior y la inflamacion de bajo grado que ha sido
reconocida en SlI, en el presente estudio analizamos la relacién entre estos dos factores.
Especificamente, hemos confirmado la disminucion de interleucinas antiinflamatorias (IL-
10 y IL-4) y un aumento de interleucinas proinflamatorias (IL-6 y TNF- a) en pacientes
con Sll en comparacion con controles, con una diferencia estadisticamente significativa.
También evaluamos estas mismas interleucinas en cada subtipo de Sl y encontramos
una diferencia significativa entre SlI-E y SlI-D, dada por un aumento de TNF-a en SlI-D.
Al correlacionar estos hallazgos con el EO no encontramos ninguna correlacién entre
controles y pacientes con Sll. Sin embargo, al realizar las correlaciones entre
interleucinas y EO en cada subtipo, encontramos diferencias significativas y positivas en
dos de los subtipos de Sll. En SlI-D observamos una correlacién entre GSH e IL-4 y en
SlI-E observamos dos correlaciones, la primera dada por MDA e IL-4 y la segunda entre
IL-10 y TNF-a, sugiriendo diferentes mecanismos fisiopatolégicos en cada subtipo.
Finalmente, evaluamos la expresion de los factores de transcripcion factor nuclear kappa
B (NF-kB), factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), y la subunidad catalitica de nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADPH) gp91, donde observamos una mayor expresion de
NF-kB y gp91 y una menor expresion de Nrf2 en pacientes con Sll en comparacion con
los controles. En conclusion, los resultados demostraron que en Sll existe una alteracion
de la homeostasis fisiolégica del estado redox celular y la respuesta al estrés. La
modulacion de las vias de sefalizacion de estos factores puede proporcionar un mejor
enfoque en el mecanismo fisiopatologico del Sll.



Abstract

Irritable Bowel Syndrome (IBS) is a disorder of gut-brain interaction (DGBI) characterized
by the presence of abdominal pain associated with changes in bowel habits. Based on
the above, it is classified into subtypes with a predominance of constipation (IBS-C), a
predominance of diarrhea (IBS-D), the alternation between both patterns of mixed IBS
(IBS-M), and a group of patients who cannot be classified in any of the patterns or IBS
unsubtyped (IBS-U). Until now, the diagnosis is established by criteria based on
symptoms, called the Rome Criteria, because IBS, like the other DGBI, has a
multifactorial pathophysiology, including low-grade inflammation and alterations of the
intestinal microbiota, among others, but there is no diagnostic Biomarker for them. We
have recently evaluated oxidant stress (OS) biomarkers in IBS patients, finding a higher
concentration of malondialdehyde (MDA) and oxidized glutathione (GSSG), and a
significant decrease in reduced glutathione (GSH) levels and the GSH/GSSG ratio. in IBS
patients compared with healthy controls, with no difference between IBS subtypes.
Considering the above and the low-grade inflammation that has been recognized in IBS,
in the present study we analyzed the relationship between these two factors. Specifically,
we have confirmed a decrease in anti-inflammatory interleukins (IL-10 and IL-4) and an
increase in pro-inflammatory interleukins (IL-6 and TNF-a) in IBS patients compared with
controls, with a statistically significant difference. We also evaluated these same
interleukins in each IBS subtype and found a significant difference between IBS-C and
IBS-D, given by an increase in TNF-a in IBS-D. When correlating these findings with OS,
we did not find any correlation between controls and patients with IBS. However, when
performing the correlations between interleukins and OS in each subtype, we found
significant and positive differences in two of the IBS subtypes. In IBS-D we observed a
correlation between GSH and IL-4 and IBS-C, we observed two correlations, the first
given by MDA and IL-4 and the second between IL-10 and TNF-a, suggesting different
pathophysiological mechanisms in each subtype. Finally, we evaluated the expression of
the transcription factors nuclear factor kappa B (NF-kB), erythroid nuclear factor 2 (Nrf2),
and the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) catalytic subunit gp91,
where we observed a higher expression of NF- kB and gp91 and lower Nrf2 expression
in IBS patients compared to controls. In conclusion, the results demonstrated that in IBS
there is an alteration of the physiological homeostasis of the cellular redox state and the
stress response. Modulation of signaling pathways by these factors may provide better
insight into the pathophysiological mechanism of IBS.
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1. Introduccién General

1.1 Trastornos de la Interaccién Intestino-Cerebro (TIIC)

Los trastornos funcionales gastrointestinales (TFGI), ahora definidos como trastornos de
la interaccion intestino-cerebro (TIIC), son los trastornos mas comunes que se
encuentran en la clinica gastroenteroldgica. Aproximadamente el 50% de los sintomas
gastrointestinales (Gl) cronicos en la atencién primaria se pueden atribuir a TIIC, lo cual
es importante para la salud publica porque pueden ser incapacitantes e inducir una gran
carga social y econdmica (Black et al., 2020). Los TIIC son heterogéneos con respecto
a la cantidad de sintomas, se caracterizan por no tener una base estructural que explique
sus caracteristicas clinicas, y la compresion de estos trastornos se adhiere a un modelo
biopsicosocial. Los sintomas se generan con base en una interaccion compleja entre
factores como la disbiosis microbiana, la funcién inmune, inflamacién de bajo grado de
la mucosa, permeabilidad intestinal incrementada, hipersensibilidad visceral y la
desregulacion del sistema nervioso central (SNC) en la modulacion de la sefalizacion
intestinal y la funcién motora (Burns et al., 2021). Los TIIC se separan de los sintomas
gastrointestinales cotidianos en funcion de los datos de frecuencia que determina la
anormalidad. A lo largo de los afos, la Fundacibn Roma ha generado definiciones
consensuadas para los TIIC y ha generado criterios diagndsticos, basados en diversos
patrones de sintomas, que han evolucionado a lo largo de los afios desde los iniciales
Criterios de Roma |, hasta los mas recientes Criterios de Roma |V (Hellstrém & Benno, 2019).
Estos criterios son un trabajo en progreso y las diferentes versiones han sido modificadas

con base en la evidencia cientifica disponible. De hecho, actualmente se encuentran en
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proceso de actualizacion para Roma IV que debera ser publicada en el afio 2026. Al
determinar las frecuencias anormales, se ha creado un cuestionario de diagnéstico que
se puede utilizar para identificar a los pacientes con TIIC para la investigacion clinica

(Drossman & Hasler, 2016).

Los TIIC siempre han estado presentes en la sociedad, sin embargo, solo en las ultimas
décadas se han estudiado cientificamente para tratar de determinar los mecanismos
subyacentes, han sido bien categorizados. Sin embargo, debido a la complejidad de los
mismos y la etiologia multifactorial, no existen Biomarcadores diagnosticos ni
tratamientos universalmente efectivos para todos los pacientes. Dentro de los TIIC, el Sli
es el mas estudiado, siendo la primera causa de consulta al Gastroenterélogo y entre los

diez primeros motivos de consulta al médico general (Schmulson & Drossman, 2017).

1.2Sindrome de Intestino Irritable (SII)

El Sl es altamente prevalente en todo el mundo, afecta considerablemente la calidad de
vida (QoL) de los pacientes que los padecen e impone una gran carga econémica a los
mismos, asi como a los sistemas de salud (Gralnek et al., 2000). El reciente Estudio
Epidemioldgico Global de la Fundacion de Roma llevado a cabo en poblacion general,
ha encontrado una prevalencia global del 4.1 % (Intervalo de Confianza del 95% [IC
95%]: 3.9-4-2), y del 4.0% (IC 95%: 3.2-4.9) en México (Sperber et al., 2021). El Sl se
caracteriza por dolor abdominal asociado con cambios del habito intestinal. El
diagnostico de Sl no se confirma mediante una prueba especifica 0 anomalias
estructurales (Biomarcadores), sino se realiza utilizando criterios basados en sintomas
clinicos como los criterios de Roma, cuta mas reciente version corresponde a los

Criterios de Roma IV.(Schmulson & Drossman, 2017).
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Describir los mecanismos fisiopatologicos del Sll que explican los sintomas del paciente
ayuda para validar los sintomas y poder desarrollar tratamientos especificos. En
presencia de sintomas de alarma (por ejemplo, anemia y pérdida de peso) o sintomas
atipicos que no son compatibles con el SllI, es importante para excluir otras causas como
enfermedades organicas que pueden tener las mismas manifestaciones, como
enfermedad inflamatoria intestinal (Enfermedad de Crohn, o Colitis Ulcerosa Croénica
Idiopatica [CUCI]), enfermedad celiaca, o enfermedades malignas como cancer de colon
(Cash et al., 2011). Se han propuesto diversos mecanismos y teorias sobre la etiologia
del Sll, pero el modelo biopsicosocial es el mas aceptado actualmente. EI complejo de
sintomas seria el resultado de la interaccion entre factores psicologicos, conductuales,
psicosociales y ambientales. Estos factores se asocian con inflamacién de bajo grado en
la mucosa intestinal dada por un incremento en el numero de linfocitos intraepiteliales,
mastocitos y células enterocromafines, esto sin dejar a un lado que se han descrito
alteraciones en la inmunidad a nivel periférico (Ford & Talley, 2011). Ademas, alteraciones
en la microbiota o la sobrepoblacion bacteriana en el intestino (disbiosis) que pueden
incrementar la permeabilidad intestinal y activar mecanismos inmunolégicos de la
submucosa, que a su vez podria llevar a una inflamacion de bajo grado (Rodriguez-
Fandifio et al., 2017).Todo lo anterior, puede ademas desencadenar alteraciones de la

motilidad intestinal y de la sensibilidad visceral (Figura 1).
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Figura 1. Multifactoriedad del Sll. Principales mecanismos fisiopatoldgicos del SlI:

desregulacion del eje hipotdlamo-pituitario-suprarrenal (HPA), disbiosis intestinal,

incremento de la permeabilidad intestinal, estrés psicolégico. Adaptado de Vanuytsel, 2023

1.3 Subtipos del Sli

El Sll se considera un trastorno crénico doloroso del intestino, que se asocia con un
habito intestinal alterado. Con base en dichas alteraciones del habito intestinal
predominante y segun los mas recientes criterios de Roma IV, y con la ayuda de la escala
de Bristol, el Sll se puede clasificar en varios subtipos: Sl con estrefiimiento (SII-E); SlI
con diarrea (SlI-D); Sl mixto (SII-M) y Sll no clasificable (SII-NC) (Drossman & Hasler, 2016).
Este proceso de clasificacion es util para que los médicos puedan establecer el

tratamiento adecuado que se adapte especificamente al subtipo diagnosticado.
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1.4 Gravedad del SlI

La gravedad del Sll es un concepto importante que tiene este trastorno, pero no existe
un consenso sobre su definicion. En este sentido la Fundacion de Roma que establece
los criterios para todos los TIIC, establecié un Grupo de Trabajo sobre las Gravedad del
Sll que definié a esta caracteristica como “un compuesto biopsicosocial reportado por
los pacientes que incluyen sintomas gastrointestinales, extraintestinales, el grado de
discapacidad, asi como la precepcion y conductas relacionadas con la enfermedad”
(Drossman etal., 2011). El impacto de los factores centrales se manifiesta con
alteraciones psicosociales, comorbilidades y mayor frecuencia de sintomas. Con base a
los anterior, dicho Grupo de Trabajo ha estimado que la gravedad de los pacientes de
acuerdo con la interferencia de los sintomas en la vida cotidiana. Por otra parte, hasta el
momento el instrumento Irritable Bowel Syndrome Severity Scoring System (IBS-SSS,
por sus siglas en inglés) es el mas aceptado para clasificar la gravedad de los pacientes,
sin embargo, este instrumento se usa mas en estudios clinicos (Francis et al., 1997).En
la clinica, se le pregunta al paciente que defina que tanto interfieren sus sintomas sobre
su vida cotidiana (trabajo, escuela) y sobre la diversién; el paciente lo define como leve

moderado o grave.

2. Activacion del sistema inmune en SlI

El SlI es un trastorno multifactorial en el que diferentes factores pueden contribuir a su
desarrollo y manifestaciones. Se considera que hay una interaccion compleja entre
factores centrales (psicolégicos y emocionales) y factores luminales (disbiosis), que
desencadenan una respuesta inmune alterada (O. Rodriguez-Fandifio et al., 2010). Esto

ultimo ha cobrado especial interés en los ultimos afios (Aguilera-Lizarraga et al., 2022).
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El sistema inmune es un componente esencial del organismo que ha evolucionado para
proteger al huésped de diversas amenazas tanto del entorno externo circundante como
de peligros internos. Los receptores tipo Toll (TLR) son una parte importante del sistema
inmune innato y juegan un papel crucial en el reconocimiento de diferentes patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Cuando los TLR detectan la presencia de
PAMPs, activan una cascada de sefalizacibn que conduce a una respuesta
proinflamatoria, atrayendo y activando células del sistema inmune para combatir y
eliminar a los patégenos invasores (Figura 2). Sin embargo, también es importante
mantener un equilibrio en la activacion del sistema inmune, ya que una sobreestimulacion
prolongada de la respuesta inmunitaria puede contribuir a la inflamacion crénica y a
enfermedades autoinmunes. En el contexto del Sll, puede contribuir a la generaciéon del
Sll 0 a la exacerbacion de los sintomas (Takeuchi & Akira, 2010). En SllI, se ha investigado
la implicacion de los TLR y la activacién del sistema inmune (McKernan et al., 2011)
(Krammer et al., 2019) en la inflamacion de bajo grado y los sintomas asociados. Aunque

se necesita mas investigacion para comprender completamente esta asociacion.

La estimulacion de los TLR con PAMP’s se ha relacionado con una mayor produccion
de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1B, IL-6 e IL-8 en células

mononucleares de sangre periférica (O. Rodriguez-Fandifio et al., 2013).
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Figura 2. Activacion del sistema inmune en Sll. Los PAMP’s derivados de la disbiosis atraviesan
la barrera intestinal alterada. Estos antigenos activan células del sistema inmune y esto
contribuye a la activacion de células del sistema inmune y por consiguiente a la liberacion de

citocinas inflamatorias.

La barrera intestinal es un sistema complejo que, entre otras funciones, limita el acceso
de antigenos luminales al medio interno. Las células epiteliales estan unidas entre si por
tres conjuntos de uniones intercelulares: uniones estrechas, uniones adherentes y
desmosomas, formando el complejo de unién apical (Odenwald & Turner, 2017). LOS
productos luminales pueden cruzar esta barrera a través de espacios intercelulares entre
las células epiteliales (via paracelular) o a través de la membrana plasmatica (via

transcelular). El epitelio intestinal también produce mediadores inmunes vy, por lo tanto,
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puede traducir las sefiales ambientales al sistema inmunologico (Figura 2) (Hammad &
Lambrecht, 2015).Sin embargo, no se ha investigado a fondo si la disfuncién de la barrera
€S una causa 0 consecuencia en pacientes con Sl y los mecanismos subyacentes

involucrados.

2.1Papel de las interleucinas en la inflamacion

La inflamacién es una respuesta natural del sistema inmunoldgico del cuerpo a una
lesion, infeccién o irritacion. Es un mecanismo de defensa importante que ayuda al
cuerpo a combatir microorganismos invasores, reparar tejidos dafiados y promover la
curacién. La inflamacion puede ser una respuesta aguda o crénica, y en algunos casos,
la inflamacién puede limitar la funcion de la zona afectada(Medzhitov, et al.). Por otro
lado, en los ultimos afios se ha dado a conocer un nuevo termino de inflamacion, que es
la inflamacion de bajo grado. La inflamacion de bajo grado, también conocida como
inflamacion crénica de bajo grado, se refiere a una respuesta inflamatoria que persiste
en el cuerpo durante un periodo prolongado de tiempo, pero a niveles mas bajos en
comparacién con la inflamacién aguda. A diferencia de la inflamacion aguda, que es una
respuesta temporal a una lesién o infeccidn, la inflamacién cronica de bajo grado es una
respuesta sostenida y de baja intensidad que puede ser perjudicial para la salud a largo
plazo. Algunos hallazgos de investigacion han reportado que los pacientes con Sl
presentan inflamacion de bajo grado. La inflamacion de bajo grado en el SlI no se asocia
con cambios estructurales visibles en el intestino, como los que se encuentran en
enfermedades inflamatorias intestinales como la enfermedad de Crohn o la colitis

ulcerosa. En lugar de ello, implica una respuesta inflamatoria a nivel celular o molecular
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gue puede estar relacionada con la activacion excesiva del sistema inmunolégico o con
cambios en la microbiota intestinal(M. Schmulson & Chey, 2012). Una de la moléculas de

gran importancia que participan durante la inflamacién son las citocinas.

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular que desempefian un papel
fundamental en la comunicacion y coordinacion de las respuestas celulares dentro del
sistema inmune y en otros sistemas del cuerpo. Estas proteinas son secretadas por
diversas células del sistema inmune y estan implicadas en la regulacion de la
inflamacion, la inmunidad y otros procesos fisioldgicos. Las citocinas pueden clasificarse
en diferentes categorias segun diferentes criterios. Ejemplo, segun el tipo de célula que
secreta la citocina o la propiedad: quimiocinas (citocinas con propiedad quimiotactica),
interleucinas (citocinas secretadas por leucocitos que actian sobre otros leucocitos,
regulando asi la respuesta inmune), linfocinas (citocinas secretadas por linfocitos),
etc.(Chauhan et al., 2021). Dependiendo de su funcién, las citocinas también pueden ser
clasificadas como proinflamatorias o antiinflamatorias. Las interleucinas proinflamatorias,
incluidas la IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e interferones, entre otras, promueven la
inflamacion y estimulan la respuesta de las células inmunitarias. Son esenciales para la
defensa del cuerpo contra infecciones y para iniciar respuesta inmunitaria apropiadas.
Por el contrario, las interleucinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10, IL-11, IL-13,
antagonistas del receptor IL-1 y TGF-B, acttan para reducir o inhibir la inflamacién y
ayudan a suprimir las respuestas inmunitarias excesivas, evitando asi dafios
innecesarios en los tejidos. El equilibrio entre las interleucinas proinflamatorias y

antiinflamatorias es esencial para una respuesta inmune adecuada y una resolucion
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adecuada de la inflamacion. La desregulacién en este equilibro puede contribuir a

diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Chauhan et al., 2021).

La resolucion de la inflamacion es un proceso natural del cuerpo que se produce después
de que se ha desencadenado una respuesta inflamatoria. Este proceso es esencial para
limitar el dafio tisular y promover la curacion. La resolucion de la inflamacién implica la
eliminacién de las células inflamatorias y la restauracién de la funcion normal de los
tejidos afectados. Durante la resolucion, se reduce la produccion de citocinas y otros
mediadores inflamatorios, lo que disminuye la respuesta inflamatoria. Esto ayuda a

prevenir la inflamacion cronica y el dafio continuo a los tejidos.

El sistema inmune gastrointestinal normal esta bajo una estricta regulacion y equilibrio
de citocinas y otros mediadores inflamatorios y antiinflamatorios. Este equilibrio es
fundamental para mantener la funcién intestinal normal. Sin embargo, el aumento de
interleucinas proinflamatorias puede contribuir a la inflamacion y la sensibilizacion
visceral, lo que conducen a los sintomas caracteristicos del Sl (Kumar et al., 2022),
como el dolor abdominal y las alteraciones en el habito intestinal. Al mismo tiempo, la
disminucién de interleucinas antiinflamatorias puede resultar en una menor capacidad
del sistema inmune para controlar y regular la inflamacion, lo que también contribuira al
desarrollo y mantenimiento de los sintomas del SlI. El estudio de las citocinas y su papel
en la activacion del sistema inmune es de suma importancia para comprender la
fisiopatologia del Sll. Se ha sugerido que un desequilibrio entre las interleucinas
proinflamatorias y antiinflamatorias desempefia un papel clave en la patogénesis del Sll
(Bashashati et al., 2012). Este desequilibrio puede ser el resultado de variantes genéticas

ya que las interleucinas se encuentran genéticamente determinadas. Por ejemplo, un
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estudio realizado con estudiantes de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa,
encontré que la frecuencia de los polimorfismos de IL-10 (-1082G/A) y TNF-a (-308G/A)
fue similar en pacientes con SlI y controles. Sin embargo, al analizar los polimorfismos
por subtipos de SlI, se observaron diferencias con disminucion del genotipo alto
productor de IL-10 y aumento del alto productor de TNF-a, especialmente en pacientes
con SlI-D. Esto sugiere una predisposicion genética a la regulacién inmune anormal
ocasionado a un menor componente antiinflamatorio en este subtipo (M. Schmulson
et al., 2013).Las interleucinas juegan un papel fundamental en la comunicacion entre las
células de la inmunidad, ya que pueden activar el sistema inmunolégico y ocasionar un
proceso inflamatorio. Algunas de las interleucinas inflamatorias cuya expresion esta
regulada por el factor nuclear kappa B (NF-kB). De esta manera, la activacién de NF-kB

juega un papel central en la respuesta inflamatoria e inmunoldgica.

2.2 Activacion del factor de transcripcion NF-kB

NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B) es un
factor de transcripcibn que se encuentra inactivo en el citosol de las células, unido a
proteinas inhibidoras como lkappa B cinasa (IkB). En condiciones normales, NF-kB esta
inactivo debido a su interaccién con estas proteinas inhibidoras. Sin embargo, cuando la
célula recibe ciertos estimulos, como la presencia de moléculas proinflamatorias,
infecciones, estrés oxidante, entre otros, se desencadena una cascada de sefializacion
gue lleva a la activacion de cinasa lkappa B (IKK). La activacion de IKK provoca la
fosforilacion de las proteinas inhibidoras (IkB), lo que marca estas proteinas para su
posterior degradacion en el proteosoma. Como resultado de esta degradacion, los

dimeros de NF-kB (normalmente p50 y p65) se liberan y se translocan al nucleo de la
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célula (Mitchell etal., 2016). De tal forma, NF-kB regula la transcripcion de genes
implicados en la respuesta inflamatoria, lo que resulta en un aumento de IL-1, IL-6, IL-

8 y TNF-a. (Hayden & Ghosh, 2014).

La activacion de NF-kB es un mecanismo esencial para la respuesta inflamatoria y
defensa del organismo frente a diversos estimulos patolégicos o0 estresantes. Sin
embargo, cuando esta activacion se produce de manera cronica o desregulada, puede
contribuir a la inflamacion cronica, la patogénesis de enfermedades autoinmunitarias y
otros trastornos inflamatorios (Sun, 2017). Por lo tanto, el equilibrio adecuado en la
activacion de NF-kB es esencial para el mantenimiento de la homeostasis y la salud del
organismo. Se han investigado las vias de sefializacién de NF-kB en el colon distal en
un modelo en ratas con SlI-D inducido con acido acético. El estudio mostr6 una
disminucién significativa en la expresion de la subunidad activa de NF-kB, y la
fosforilacién de NF-kB, en el grupo tratado con un regulador de la funcién gastrointestinal
denominado Tong-Xie-Yao-Fang (TXYF). Los datos anteriores sugieren que TXYF actla
como un inhibidor de la cascada inflamatoria y la via de sefializacion del factor NF-kB

(Hou et al., 2019).

2.3Participacién del factor de transcripcién Nrf2 en Sli

El factor de transcripcion factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), es
un regulador clave de la respuesta antioxidante y de la defensa contra el estrés oxidante.
Juega un papel critico en el mantenimiento del equilibrio redox celular y en la proteccion
contra el dafio causado por las especies reactivas de oxigeno (ERO). En condiciones
‘normales”, sin estrés, Nrf2 esta secuestrado en el citoplasma por kelch-like ECH

associated protein 1 (Keapl, por sus siglas en inglés), lo que facilita su ubiquitinacién y
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posterior degradacion (Canning et al., 2015). Lo anterior, el control primario de su funcién
consiste principalmente en su disposicion subcelular, mas que en la sintesis de novo.
Esta interaccion mantiene una baja expresion basal de genes regulados por Nrf2. Tras
el reconocimiento de sefiales quimicas impartidas por moléculas oxidativas, Nrf2 se
libera de Keapl, escapa de la degradacion protedmica, se transloca al nucleo, y regula
la expresion de genes de enzimas antioxidantes mediante la unién a una secuencia de
ADN conocida como “Antioxidant Response Element” (ARE, por sus siglas en inglés).
Estos genes incluyen glutation S-transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx), y la
superéxido dismutasa (SOD) (Fainstein & Fainstein, 2007). Estas enzimas actlan para
neutralizar y eliminar las ERO, protegiendo asi al organismo del dafio oxidante. Ademas,
se ha demostrado que Nrf2 desempefia un papel crucial en la regulacion cruzada con
NF-kB. Nrf2 interviene en la regulacion negativa de NF-kB, al unirse en la proximidad de
los genes proinflamatorios de su regién promotora y prevenir el reclutamiento de la ARN
polimerasa Il. Las propiedades antiinflamatorias de Nrf2 demostraron ser independientes
de su actividad redox. Los factores de transcripcion Nrf2 y NF-kB muestran una relacion
antagbnica. La subunidad p65 de NF-kB regula negativamente la activacion
transcripcional de Nrf2 directa e indirectamente al interactuar con Keap 1. La interaccion
entre Nrf2 y NF-kB es fundamental para mantener la homeostasis fisiolégica del estado
redox y regular la respuesta al estrés y la inflamacion (Piotrowska et al., 2021; Zeng et al.,

2018).

2.4ANADPH oxidasa

La NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) oxidasa es una enzima

transmembrana que se encuentra en diversas células del sistema inmune. Su funcion
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principal es generar ERO, tales como el anion superoxido (O27), mediante la transferencia
de electrones de NADPH al oxigeno molecular (Oz) (Brandes et al., 2014). La NADPH
oxidasa es un complejo enzimatico multiproteico conformado por 5 subunidades y la
GTPasa Rac, con un nucleo catalitico denominado flavocitocromo b558, compuesto por
2 proteina transmembrana: p22Pho* y gp91Phox (renombrado NOX2) y 3 subunidades
citosélicas (p40Pox, p47rhox pe7Phox) NOX2 estd normalmente inactivo en las células
fagociticas que estan en reposo, pero tras estimulacion leucocitaria, las subunidades
citosdlicas y la GTPasa Rac pequefia se ensamblan con el flavocitocromo b558 con el
fin de hacer un complejo funcional. La gp91 es la unidad catalitica encargada de transferir
electrones del NADPH citosdlico al Oz produciendo Oz (Panday etal.,, 2015). La
produccion de ERO a través de la NADPH es un mecanismo importante de defensa
microbiana. Cuando el sistema inmune detecta la presencia de patdégenos, como
bacterias u hongos, las células fagociticas, activan la NADPH oxidasa para generar ERO
en el interior de las vacuolas fagociticas. Las ERO son toxicas para los macroorganismos

y ayudan a destruirlos, contribuyendo asi a la respuesta inmune contra las infecciones.

Una activacion desregulada o excesiva de esta enzima y la produccion de ERO pueden
contribuir a la inflamacién crénica y a la patogénesis de enfermedades relacionadas con
el estrés oxidante. Por lo tanto, el equilibrio adecuado en la actividad de la NADPH
oxidasa es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis redox, que es
mantener un punto medio entre los procesos de oxidacién y reduccion y la salud celular,
de lo contrario, la mala regulacién de la enzima NADPH puede generar estrés oxidante

(EO).
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Por otro lado, diversos estudios han demostrado que NADPH puede influir en la gravedad
de la inflamacion de bajo grado y en la composicion bacteriana en el colon (Herfindal

et al., 2022; Trevelin et al., 2020).
3.Relacién entre inflamacion y Estrés Oxidante en S|

El EO se considera un posible factor etiolégico y/o desencadenante para el desarrollo de
la inflamacion en el intestino grueso. El EO se define como la falta de equilibrio entre las
ERO vy la capacidad del organismo para contrarrestar su accién por los sistemas de
proteccién antioxidante. La sobreproduccién de ERO puede provocar la oxidacion de
moléculas biolégicas que incluyen ADN, lipidos y proteinas causando modificaciones
oxidantes en su estructura. Las defensas antioxidantes también son afectadas por el
aumento de ERO, lo que provoca dafio celular (Choghakhori et al., 2017; Mete et al.,
2013). EI EOy la inflamacién estan regulados por las vias de sefializacion de los factores,

Nrf2 y NF-kB (Abais et al., 2015).

La inflamacion se define como una respuesta protectora del cuerpo para garantizar la
eliminacién de estimulos perjudiciales, asi como un proceso de curacién para reparar el
dafo en el tejido. Es bien sabido que existe una relacion entre la inflamacion, la activacion
del sistema inmune y la generacion de ERO. Las ERO incluyen (02, peréxido de
hidrégeno (H2032), y radical hidroxilo (*OH), todos los cuales tienen propiedades quimicas
inherentes que confieren reactividad a diferentes objetivos bioldgicos. Las ERO
funcionan como moléculas de sefalizacion que regulan el crecimiento celular,
diferenciacion, senescencia y apoptosis. El aumento de los niveles de ERO dentro de las
células inmunes puede resultar en la hiperactivacion de las respuestas inflamatorias que

resultan en dafio tisular y patologia (Mittal et al., 2014). Una de las principales fuentes de
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generacion de ERO es el complejo enzimatico NADPH oxidasa, es uno de los principales
mecanismos inmunes innatos con el que cuenta el organismo, cuya funcidén es generar
ERO encargadas de destruir a los gérmenes fagocitados, durante el proceso de estallido
respiratorio de las células fagociticas (Abais et al., 2015). En el contexto de SlI, algunos
estudios han demostrado que puede haber un desequilibrio entre las ERO y el sistema
antioxidante, lo que lleva a un aumento de la peroxidacion de lipidos y al dafio de las
células intestinales (Choghakhori et al., 2017; Mete et al., 2013) . Esto, a su vez, podria

contribuir a la inflamacién, lo que puede resultar en los sintomas caracteristicos del SlI.

4. Antecedentes

Como se menciond anteriormente, en el Sll existe una inflamacion de bajo grado y se
conoce que la inflamacion se asocia con EO. Por otro lado, el EO ha sido muy estudiado
en condiciones inflamatorias, en las cuales conduce a la apertura de las uniones
endoteliales y promueve la migracion de las células inflamatorias a través de la barrera
endotelial. Un estudio recientemente realizado en nuestro Laboratorio, donde evaluamos
distintos biomarcadores de EO en sangre periférica de pacientes con Sl moderado a
grave, mostr6 mayor concentracion de malondialdehido (MDA) y glutation oxidado
(GSSG), y una disminucion significativa en los niveles de glutatién reducido (GSH) y del
cociente de GSH/GSSG en los pacientes con Sll en comparacién con los controles sanos
(Morales et al., 2020). Estos hallazgos fueron independientes del subtipo de Sll. Los
resultados sugieren que los pacientes con Sl moderado a grave presentan mayores
niveles de EO, apoyando el uso de estos biomarcadores en el diagnostico del Sl y

potencialmente, en el tratamiento.
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5. Justificacion

El Sll es altamente prevalente en México y a nivel mundial, reduce significativamente la
calidad de vida de los pacientes y produce una carga significativa a los sistemas de
atencibn médica. Ademas, no existe un método objetivo de deteccidn clinica ni un
tratamiento universalmente efectivo para todos los pacientes, probablemente debido a
su multifactoriedad. Entre los mecanismos subyacentes se han descrito la activacion
inmune, inflamacion de bajo grado, y el EO. Sin embargo, la relacién de estos factores
no ha sido bien esclarecida. Por tal motivo, es importante dilucidar estos procesos
moleculares que, con la intencibn de encontrar biomarcadores basados en las
alteraciones fisiopatoldgicas subyacentes en los pacientes, y asi poder individualizar el

tratamiento.

6. Pregunta de investigacion

¢,Cudles son los procesos moleculares que participan en la regulaciéon de la inflamacion
y el EO en Sll vs. controles sanos, entre los diferentes subtipos de SlI, y de acuerdo con

la gravedad del mismo?

7. Objetivo general
e Evaluar los procesos moleculares relacionados con la inflamacién y el estrés
oxidante, en pacientes diagnosticados con Sll, asi como en los diferentes subtipos

del Sll y de acuerdo con la gravedad del SlI.
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8. Objetivos especificos

e Evaluar la regulacion de la respuesta antioxidante en los pacientes con SlI, en sus
diferentes subtipos, y de acuerdo con los niveles de gravedad.

e Evaluar la regulacion de la respuesta inflamatoria de bajo grado en Sill, en sus
diferentes subtipos y de acuerdo con los niveles de gravedad.

e Relacionar el EO con la respuesta inflamatoria de bajo grado en el Sll en general,

en sus diferentes subtipos y de acuerdo con sus niveles de gravedad.

9. Hipotesis

El SlI se ha relacionado con una inflamacion de bajo grado la cudl induce un estado de
estrés oxidante, por lo que se espera que los pacientes diagnosticados con el Sli
presenten mayores niveles de marcadores inflamatorios y de estrés oxidante, asi como
una desregulacion de los mecanismos moleculares mediados por NF-kB y Nrf2
respectivamente en comparacion con los controles sanos, y que existen diferencias entre

sus diferentes subtipos, y de acuerdo con los niveles de gravedad
10. Material y Métodos
10. 1 Sujetos de estudio

El estudio incluyd 30 pacientes diagnosticados con Sl mediante los criterios de Roma Il
de la Consulta Externa de Gastroenterologia del Hospital General de México Dr. Eduardo
Liceaga (HGM) y 30 controles negativos para SllI, reclutados de la sala de espera del
mismo HGM. Tanto pacientes como controles firmaron la Carta de Consentimiento

Informado. El protocolo de estudio fue aprobado por los Comités de Investigacion y Etica
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en Investigacion del HGM (Registro DI/15/107/04/20) y por las Comisiones de
Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma

de México (UNAM) (Registro 117/2014).

Criterios de inclusion:
Criterios de Roma Il para SlI: Dolor o molestia abdominal recurrente al menos 2 dias a
la semana en los ultimos 3 meses, asociado con 2 0 mas de los siguientes:

e Mejoria con la evacuacion

e Inicio asociado con un cambio en la frecuencia de las deposiciones

¢ Inicio asociado con un cambio en la forma o apariencia de las deposiciones
Los criterios debian estar presentes durante los ultimos 3 meses, con inicio de los
sintomas al menos 6 meses antes del diagnostico.
*Como “molestia” se entiende una sensacion desagradable que no se describe como
dolor.
Para lo anterior, todos los sujetos completaron los siguientes instrumentos:

e Cuestionario de Roma Il validado en Espafiol México para TFGI con objeto de

confirmar el diagndstico de Sl y clasificar el subtipo predominante. (Ver abajo)

Cuestionario IBS-SSS en Espafiol México para determinar la gravedad de los sintomas
solo en pacientes con Sll. La gravedad se clasifica en leve= 75 a 175, moderado= 175 a
300, y grave= 300.
Criterios de exclusion:
Infecciones sistémicas o focales recientes (menos de 1 mes), enfermedades cronico-
degenerativas (por ej. diabetes, cancer, enfermedad celiaca, enfermedad inflamatoria

intestinal, neoplasias, etc.), consumo de antioxidantes y/o complementos alimenticios.
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10. 2 Obtencién y procesamiento de muestras

Se extrajeron 10 ml de sangre periférica de cada sujeto (pacientes con Sll y controles) y
se empacaron en tubos vacutainer con EDTA y tubos vacutainer amarillos estériles. Las
muestras se procesaron para la obtencién de suero, plasma y sangre total y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.
10.3 Cuantificacion de proteinas

El contenido total de proteinas fue estimado por Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo-Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante, el cual genera una reaccion
colorimétrica detectable a 562 nm. Este método combina la reduccién de Cu*? a Cu*t en
medio alcalino (reaccion de Biuret). El producto de la reaccion tiene un color parpura

formado por el complejo de &cido bicinconinico (BCA) con un ion Cu+1.
10.4 Medicion de los niveles séricos de citocinas mediante inmunoensayo

Se evaluaron los cambios en los niveles séricos de citocinas antiinflamatorias y pro-
inflamatorias (IL-10, IL-4, IL-6, TNF-a) simultaneamente utilizando un inmunoensayo
multiplex [Cat. HCYTOMAG-60K-06]. En este, los anticuerpos dirigidos a las citocinas
estan unidos covalentemente a microesferas tefiidas internamente. Las microesferas
reaccionan con las moléculas diana que estdn presentes en las muestras. La
cuantificaciéon es mediante fluorescencia con la ayuda del equipo MAGPIXR con software

XPONENTR:

Estos datos fueron confirmados mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligados a
enzimas (ELISA). Utilizando kits ELISA sandwich de acuerdo con el protocolo

proporcionado por el fabricante ELISA MAX™ SET (BioLegend).
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10.5 Western Blot
-Extraccién de proteinas a partir de sangre:

Las proteinas celulares totales se lisaron en un tampén de T-Per (por sus siglas en inglés
Tissue Protein Extraction Reagent). El buffer T-Per fue preparado (100 pl de DTT 1M,
100 pl de PSMF 0.1M y pastilla de mini complete (Roche), suspendidos en 10 ml de

buffer T-Per (sigma)).

Se realizaron alicuotas de sangre total de 50 pl a las cuales se les agrego 50 pl de
reactivo T-per preparado. Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C durante 30
minutos y se recuperé el sobrenadante. La concentracion de proteinas se estimo
mediante el ensayo de proteinas BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo-
Scientific). Las cantidades equivalentes de proteinas se hirvieron en un tampén de
muestra durante 10 min. Las proteinas se separaron por medio de electroforesis durante
90 minutos a 90 volts y se transfirieron eléctricamente a una membrana de polifluoruro
de vinilideno (PVDF). Después del bloque, las membranas se incubaron durante toda la
noche a 4°C con el anticuerpo primario NF-kB/p65 (1:1000), Nrf2 (1:5000), gp91 (1:1000)
respectivamente. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (1:1000) como
marcador citoplasméatico. Después de los lavados, las membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario apropiado (1:10000) durante 2 horas y luego se visualiz6 y analizo

la densitometria con el software NIH Image J.
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10.6 Disefio experimental

Criterios de inclusion:

*Pacientes con SlI segun Criterios de Roma lll

*Controles negativos para Sl

*Pareados por sexo y edad

« Firma del Consentimiento Informado
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Externa de (
Gastroenterologia del

HGM

Pacientes N=30

Controles N=30

Criterios de exclusion:
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10. 7 Analisis de datos

Se utilizo el paquete IBM version 22, las variables cuantitativas se reportan como medias
+ Desviaciones Estandar (DE). El andlisis estadistico se realiz6 con la prueba de U Mann
Whitney y HSD Tukey cuando fuera apropiado, y las correlaciones por r de Pearson. Se

consider6 una p< 0.05.

11. Resultados

Los 30 pacientes con Sl mediante Criterios de Roma lll se distribuyeron por sexo en 27
mujeres y 3 hombres con edad de 42115 afios; y los 30 controles en 27 mujeres y 3
hombres con de edad de 42+14 afios. No hubo diferencias entre los grupos en el sexo o

la edad (Tabla 1).

11. 1 Caracteristicas de los pacientes con Sli

Los 30 pacientes con Sl fueron a su vez clasificados en SlI-NC, que fue el subtipo méas
prevalente (n: 14, 47%, 13 mujeres, 1 hombre; rango de edad: 20-61 afios), seguido de
SII-E (n: 11, 37%, 10 mujeres, 1 hombre: rango de edad: 24-63 afos), SlI-D (n: 4, 13%,
3 mujeres, 1 hombre: rango de edad 31-65 afos), y SII-M (n: 1, 3%, 1 mujer, 19 afos).
Para efectos del andlisis estadistico, el Unico paciente con SlI-M fue excluido.

En cuanto a la gravedad de los pacientes con Sll, 4 fueron clasificados como Leves (3
mujeres, 1 hombre; rango de edad: 24-61 afios), 12 Moderados (11 mujeres, 1 hombre;
rango de edad: 20-55 afios) y 14 Graves (13 mujeres, 1 hombre; rango 19-63 afios). La
calificacion de la gravedad segun el IBS-SSS (media £ DE en los diferentes subtipos de

SlI fue, SII-NC: 256471, SII-E: 310+101, y SII-D: 352468, (p = 0.09).
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los grupos de estudio

sl Controles P
n=30 n=30
Sexo: N (%)
Femenino 27 (90) 27 (90) 0.99
Masculino 3(10) 3(10)
Edad: afios
(media £ DE) 42+14 42115 0.93
Gravedad (IBS-SSS™):
n (%)
Leve 4 (13) )
Moderado 12 (40)
Grave 14 (47) -
Subtipos SlI:
n (%)
SlI-NC 14 (47) -
SlI-E 11 (37) - -
SIIl-D 4 (13) -
SlI-M 1(3) -

Sll, Sindrome de Intestino irritable; DE, desviacion estandar; NC, No Clasificable; E, estrefiimiento;
D, diarrea; M, mixto

11.2 Determinacién de Interleucinas anti-inflamatorias e inflamatorias

Para llevar a cabo este ensayo, medimos las concentraciones en suero de las diferentes
interleucinas en pacientes con Sll y controles. En la (Figura 3, A) se observan los niveles
de IL-10 en pacientes con Sll y controles, observando que en Sl se encontré una menor
concentracion de esta interleucina en comparacion con los controles, 0.39+0.61 vs
controles 0.54+0.58 ug/uL (*p<0.01). Asi mismo, los pacientes con Sl presentaron

concentraciones menores en IL-4: 18.02+23., en comparacién con el grupo control:
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39.37+54.38 pug/uL, (*p<0.01), (Figura 3, B). En cuanto a la concentracion de

interleucinas pro-inflamatorias, en Sl se encontr6 un aumento notable en la

concentracion de IL-6: 0.01+0.03 en comparacion con los controles: 0.001+0.002 ug/uL

(p<0.01), (Figura 3, C); y concentraciones mas altas de TNF-a : 0.01+£0.01 vs. controles:

0.003+ 0.003 pg/pL (p<0.01), (Figura 3, D).
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Figura 3. Determinacion de interleucinas en suero de pacientes con Sl y en controles. A. Interleucina (IL)-10;

B. IL-4; C. IL-6; D Factor de necrosis tumoral (TNF)-o
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11.3 Interleucinas anti-inflamatorias e inflamatoria segun subtipos de Sli

En la Figura 4 se observa la concentracion de cada una de las interleucinas en los
diferentes subtipos de SlI. En cuanto a la IL-10 (Figura 4, A), IL-4 (Figura 4, B) e IL-6
(Figura 4, C) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
subtipos de Sll. Sin embargo, para TNF-a se observaron mayores niveles en SlI-D:

0.01+0.01 vs SII-E: 0.0050.003 pg/pl, (*p=0.05).
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Figura 4. Determinacion de interleucinas en los diferentes subtipos del Sll y en controles. A. Interleucina (IL)-

10; B. IL-4; C. IL-6; D Factor de necrosis tumoral (TNF)-a
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11.4 Correlacion entre EO e Interleucinas

Uno de los objetivos de este estudio fue realizar una correlacion entre los biomarcadores
de EO (anteriormente reportados en otro de nuestros estudios) e interleucinas en Sll y
controles, y en cada uno de los subtipos del SlI. Al realizar la correlacion entre cada una
de las interleucinas (IL-10, IL-4, IL-6 y TNF-a) y los biomarcadores de EO (MDA, GSH y
GSSH) en los pacientes con Sll no se observd ninguna correlacion estadisticamente
significativa. Sin embargo, al realizar las correlaciones de acuerdo con los subtipos de
Sll, en SlI-D se observd una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre
GSH e IL-4: r=0.99 (*p=0.04). (Figura 5). Por otro lado, en SIllI-E, observamos dos
correlaciones positivas y estadisticamente significativas (Figura 6); la primera dada por |
MDA e IL-4: r=0.77 (*p=0.03) (Figura 6, A), y la segunda entre IL-10 y TNF-a: r= 0.74

(p<0.00) (Figura 6, B).
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Figura 5. Correlacion significativa en SlI-D. Correlacion entre IL-4 y glutation reducido (GSH). Correlacion de Pearson
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Figura 6. Correlaciones significativas en SII-E. A. Correlacion positiva entre IL.-4 y Malondialdehido (MDA); B.

Correlacion positiva entre el Factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-10. Correlacion de Pearson

11.5 Concentracion de Interleucinas en los diferentes niveles de gravedad de SlI

Al medir la concentracion de las interleucinas (IL-10, IL-4, IL-6 Y TNF-a) en los diferentes

niveles de gravedad de SllI, no se encuentro ninguna diferencia significativa (Tabla 2).

Gravedad n IL-10 IL-4 IL-6 TNF-a
(IBS-SSS)
Leve 4 0.00+0.00 0.06+0.09 0.00+£0.00 0.00+0.00
Moderado 12 0.00+0.00 0.06+0.06 0.01+0.02 0.00+0.00
Grave 14 0.00+0.00 0.04+0-05 0.01+0.04 0.01+0.001
Valor de p p=06 p=0.38 p=0.7 p=0.5

Tabla 2. Concentracidn de Interleucinas en los diferentes niveles de gravedad de Sll. Los resultados se muestras

como media + DE.
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11.6. Expresion del factor de transcripcion NF-kB

Al medir la expresion del factor de transcripcion NF-kB, se observd una mayor expresion
de este factor de transcripcion en los pacientes con Sll: 3.66+2.71 en comparacion con

controles: 0.41+0.41 (p<0.00) (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion de la expresion del factor de transcripcion NF-kB p65 en sangre periférica de pacientes
con Sl y controles. Los Niveles de NF-kB (subunidad p65) fueron determinados por Western blot en SIl y en
controles. El andlisis densitométrico fue normalizado con GAPDH (como control de carga). Los resultados

representan la media * De de tres experimentos independientes. *p<0.01
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11.7 Expresion del factor de transcripcion Nrf2

Al evaluar la expresion del factor de transcripcion Nrf2 observamos una menor expresion
de este factor de transcripcion en los pacientes con Sll: 0.96+1.04 en comparacién con

los controles: 0.32+0.25. (p=0.01) (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de la expresion del factor de transcripcion Nrf2 en sangre periférica de pacientes
con Sll y controles. Los Niveles de Nrf2 fueron determinados por Western blot en Sl y en controles. El andlisis
densitométrico fue normalizado con GAPDH (como control de carga). Los resultados representan la media +

De de tres experimentos independientes. *p=0.01.
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11.8 Expresion de NADPH oxidasa

Se evalud la expresion de la subunidad catalitica gp91 y observamos una mayor
expresion de esta proteina en los pacientes con Sll: 4.28+1.81 en comparacién con los

controles: 3.29+1.03 (p=0.03) (Figura 9).
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Figura 9. Comparacion de la expresion de NADPH oxidasa en sangre periférica de pacientes con Sll y controles.
Los Niveles de NADPH oxidasa (subunidad gp91) fueron determinados por Western blot en Sil y en controles. El
andlisis densitométrico fue normalizado con GAPDH (como control de carga). Los resultados representan la

media + De de tres experimentos independientes. *p=0.03.

12. Discusién

La falta de un orquestador en la fisiopatologia del SlI es probablemente la busqueda mas
significativa en la investigacion de este TIIC. En los Ultimos afios la teoria emergente de
la activaciéon del sistema inmune y por consiguiente inflamacién de bajo grado como
factor fisiopatologico clave en el Sll se ha vuelto bastante intrusiva. Las interleucinas
forman parte del sistema inmune y juegan un papel esencial en la regulacion de la
inflamacion. Varios estudios han reportado alteracibn en la concentracion de

interleucinas en pacientes con Sll. Sin embargo, esto aun no estd completamente
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establecido ya que existe una diferencia de opinidn con respecto al perfil de interleucinas
en Sll. Patel et al., 2017, midieron los niveles de IL-2, 6, 8 y 10 en pacientes con Sl y
reportaron que los niveles de IL-2 e IL-8 estaban en mayor concentracion en los
pacientes con Sl en comparacion con los controles. Hughes et al., 2013, mostraron que
los niveles sanguineos de IL-1B3, TNF-a e IL-6 se correlacionan positivamente con los
sintomas del SlI, mientras que se han observado correlaciones negativas para IL-10 e

IL-12.

Los estudios de genotipificacion realizados en pacientes con Sll indican que es mas
probable que tengan alelos relacionados con la produccion excesiva de IL-6, IL-2, TNF-
a y una disminucion de la produccion de IL-10, lo que respalda la teoria del desbalance
entre las interleucinas proinflamatorias y antiinflamatorias en Sll (Santhosh et al.,2010).
Schmulson et al., 2013, analizaron los polimorfismos por subtipos de Sll y observaron
diferencias con disminucion del genotipo alto productor de IL-10 y aumento del alto
productor de TNF-a, especialmente en pacientes con SlI-D. Esto sugiere una
predisposicidbn genética a la regulaciéon inmune anormal ocasionado a un menor
componente antiinflamatorio en este subtipo. Nuestros resultados corroboran que existe
un desbalance entre interleucinas anti-inflamatoria (IL-10, IL-4) y pro-inflamatorias (TNF-
a, IL-6) en pacientes con Sll en comparacion con controles. En cuanto a los niveles
elevados de IL-6 y TNF-a, en pacientes con SllI, estas interleucinas proinflamatorias
pueden ser liberadas en respuesta a diversos estimulos, como el estrés, la dieta, la
microbiota intestinal alterada o la disfuncion del sistema nerviosos entérico. La IL-6 es
una citocina multifuncional que se produce en respuesta a la inflamacion, puede ser

secretada por los mastocitos y se ha demostrado que induce la activacion directa de las
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neuronas secretomotoras submucosas, modulando asi la funcion intestinal (O’malley
et al., 2011). Asimismo, Mitselou et al., 2020, estudiaron los niveles de IL-6 y TNF-a en
biopsias de pacientes con Sll y reportaron que estas interleucinas estan elevadas en

pacientes con Sll y pueden desempefiar un papel importante en la patogenia del SlI.

Las estrategias diagnosticas y terapéuticas oOptimas para el manejo del Sll consideran
los sintomas que presenta el paciente y el habito intestinal predominante (diarrea,
estrefiimiento o mixto). En consecuencia, los enfoques para cada subtipo de Sl pueden
variar considerablemente, por tal motivo, es importante dilucidar el mecanismo
fisiopatologico de cada uno. Para esto, en nuestro estudio evaluamos las interleucinas
en los diferentes subtipos del Sl y se confirmaron los hallazgos previos de que los sujetos
con SlI-D presentan mayores niveles de TNF-a, en comparacién con el subtipo de SlI-E,
sugiriendo una regulacién inmune anormal dada por un mayor componente inflamatorio.
El diagnostico de SlI-D a menudo se percibe como un desafio, dada la superposicion de
sintomas con otras afecciones gastrointestinales (Moshiree et al., 2022). Por ejemplo,
una de las alteraciones mas tipicas de la interaccion intestino-cerebro en el intestino de
estos pacientes es la mayor permeabilidad intestinal y los estudios han confirmado que
los niveles de expresidon de las uniones estrechas de los enterocitos disminuyeron en

pacientes con SlI-D (Bertiaux-Vandaéle et al., 2011)(Piche et al., 2009).

Por otra parte, hasta lo mejor de nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
realiza una correlacion entre EO e interleucinas en Sll y en sus diferentes subtipos. Esto
es de suma importancia para poder ver las diferencias en el mecanismo fisiopatoldgico
en cada subtipo de SllI, ya que, la inflamacién se caracteriza por la produccion

desregulada de radicales libres, por ejemplo, ERO, citocinas inflamatorias tales como
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TNF-a e IL-6, y biomarcadores de peroxidacion lipidica como MDA. Por lo tanto, sus
niveles aumentados pueden asociarse con inflamacion desregulada en condiciones
patolégicas (Khansari et al., 2009; Minoguchi et al., 2006). En este estudio, encontramos
en SlI-D, una correlacion directamente positiva entre los niveles de IL-4 y GSH; y en SlI-
E encontramos dos correlaciones positivas, la primera dada por IL-4 y MDA y la segunda
por TNF-a e IL-10. Las diferencias en la relacion de EO con interleucinas de acuerdo con
los subtipos de SllI sugiere diferentes mecanismos fisiopatolégicos subyacentes para
cada subtipo de SlI, ya que, el mecanismo compensatorio para contrarrestar la actividad
inflamatoria de bajo grado en SlI-D esta dado por un efecto antioxidante y en SlI-E esta
dada principalmente por interleucinas, lo cual puede determinar potencialmente
biomarcadores de respuesta terapéutica en estos subgrupos, de acuerdo con dichos
mecanismos. El hecho de que, en el subtipo de SIl méas frecuente entre nuestros
pacientes, SII-NC, no observamos correlaciones entre EO y citocinas, sugiere que la
activacién inmune no es un mecanismo fisiopatoldgico fundamental en este subgrupo, lo
cual es un hallazgo novedoso. Es probable que en este subtipo predominen mecanismos
relacionados con sensibilidad visceral o factores psicosociales, pero se requieren

mayores estudios para esclarecer estos hallazgos.

Por otro lado, el factor de transcripcion NF-kB regula multiples aspectos de las funciones
inmunes innatas y adaptativas y sirve como mediador fundamental de la respuesta
inflamatoria. Su activacion conduce a la expresion de genes proinflamatorios como
citocinas y quimiocinas, que reclutan y activan a las células del sistema inmune en el sitio
de inflamacioén (Dorrington & Fraser, 2019). Por lo anterior, nuestro siguiente paso fue evaluar

la expresion de NF-kB, ya que este factor se ha convertido en el objetivo para el
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desarrollo de nuevas terapias en enfermedades inflamatorias intestinales. Nuestro
analisis encontr6 que NF-kB estd mayormente expresado en pacientes con Sl en
comparacion con los controles, lo que concuerda con lo ya reportado en la literatura en
modelos animales de este trastorno. Como se menciond anteriormente, se han
investigado las vias de sefializacion de NF-kB en el colon, en un modelo de ratas con Sli
inducido por &cido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico, la administracion de oridonina, un
compuesto con efectos antiinflamatorios inhibié la fosforilacion y la expresion de NF-kB
(Shao et al., 2021). En consecuencia, gran parte de nuestra comprension de NF-kB se
deriva del estudio de vias de sefializacion inmunoldégicamente relevantes. El alcance de
NF-kB, sin embargo, se extiende a la regulacion transcripcional mas alla de los limites
de la respuesta inmune, actuando ampliamente para influir en los eventos de expresion

génica que afectan la supervivencia, diferenciacion y proliferacién celular.

En cuanto al factor de transcripcion Nrf2, desempefia un papel critico en la defensa contra
el EO y la preservacion de la homeostasis celular al inducir la expresion de enzimas
antioxidantes y suprimir la inflamacién. Su regulacion es un aspecto importante en la
respuesta celular al dafio oxidativo y en la prevenciéon de enfermedades asociadas con
el EO. Piotrowska et al., 2021, revisaron la relevancia de Nrf2 en el desarrollo y la
funcionalidad adecuada del tracto gastrointestinal y el mantenimiento de su funcionalidad
adecuada. Este factor de transcripcion también parece ser prometedor para la
prevencion de la enfermedad inflamatoria intestinal, incluida la CUCI y la enfermedad de
Crohn, asi como sus complicaciones graves, como la fibrosis intestinal, y el cancer
colorrectal (Pompili et al., 2019). En otro estudio, Jia et al., 2021,evaluaron el papel de la

guercentina, que es un flavonoide con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias,
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sobre el EO inducido por diquat en células epiteliales intestinales de linea celular porcina.
Y los hallazgos muestran que la quercentina atenda la lesion celular inducida por diquat
al promover la expresion de Nrf2 y regular la homeostasis redox relacionada con GSH
en enterocitos. Semejante con estos hallazgos, en nuestro estudio, encontramos una
menor expresion del factor de transcripcion Nrf2 en los pacientes con Sll, sugiriendo un
desequilibrio en el estado redox. Estos hallazgos indican que los factores de transcripcion

NF-kB y Nrf2 pueden actuar sinérgicamente para estimular la respuesta inmunitaria.

La desregulacion del equilibrio redox compromete la defensa antimicrobiana, y altera las
respuestas inmunes innata y adaptativa. NADPH oxidasa es un importante productor de
ERO las cuales estan implicadas en el mantenimiento de una barrera epitelial saludable
en el intestino y para la modulacién de la microbiota (Herfindal et al., 2022). Aviello & Knaus,
2018, mencionan que las sefiales de NADPH/ERO estan asociadas con activacion de las
células inmunes e inflamacion en el tracto gastrointestinal. Por otro lado, Yu et al., 2018,
proporcionan dos hallazgos importantes: El primero es sobre la estimulacion inflamatorio
a través de LPS que inducen la expresion de NOX en macrofagos y la sefalizacién de
ERO, un mediador que incrementa aun mas las sefiales inflamatorias y la respuesta
inmune en macréfagos. En segundo lugar, la inflamacién en los tejidos de colon regula
al alza la expresion de NOX e induce produccion y sefializacion de ERO, un mediador
que incrementa la respuesta inmune, mientras que la inhibicibn de NOX anula la
sefalizacion de NF-kB mediada por ERO y la respuesta inmune en el colon. En el
presente estudio, observamos una mayor expresion de la subunidad catalitica gp91,
sugiriendo que las células del sistema inmune pueden estar activadas desreguladamente

y estar generando un ambiente de EO.
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En resumen, la relacion entre la barrera intestinal alterada, la disbiosis, la activacion de
NOX, la generacion de ERO, la sefial de NF-kB y la liberaciéon de interleucinas
proinflamatorias es un proceso complejo que puede tener implicaciones importantes en
la etiologia del Sll. Sin embargo, hasta el momento no hay biomarcadores especificos
disponibles para el Sll, y no se conoce a ciencia cierta el mecanismo fisiopatolégico
subyacente de este trastorno. Como consecuencia, el tratamiento actual se restringe
principalmente al manejo de los sintomas, con resultados en su mayoria desalentadores.
Sin embargo, los resultados mostrados en este estudio abren nuevas perspectivas para
investigaciones futuras que pueden arrojar luz sobre las complejas interacciones entre el

sistema inmune, el EO y las interleucinas en SlI.

13.Conclusién

La relacion entre la activacion del sistema inmune y el Sll es compleja. Sin embargo, los
datos obtenidos en este estudio de investigacién sugieren la participacion de la enzima
NADPH oxidasa como parte de la activacién del sistema inmune. La activacién de
NADPH oxidasa lleva a la producciéon aumentada de ERO, generando EO. El EO puede
activar las vias de sefializacion que conducen a la activacion y traslocacion de NF-kB al
nacleo. La activacion de NF-kB en el ndcleo induce la transcripcion de genes
proinflamatorios, como interleucinas proinflamatorias. En consecuencia, la disfuncién en
la regulacion entre los factores de transcripcion NF-kB y Nrf2 puede llevar a una mayor
susceptibilidad a la inflamacion y al dafio oxidante. Esta cascada de eventos conecta al
EO con la inflamacién y destaca la interconexién entre el sistema inmunoldgico. Es

importante resaltar que estos mecanismos no acttian de forma aislada, sino que estan
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interrelacionados y pueden contribuir conjuntamente al desarrollo y la manifestacion de

los sintomas del SlI.

14.Perspectivas
Es crucial que la investigacion continue para comprender completamente los
mecanismos detras del SllI, con el fin de identificar biomarcadores para el diagnostico y
el desarrollo de tratamientos mas efectivos en Sll. Los cambios en la composicion del
microbioma, es decir, la disbiosis, y la desregulacion de la serotonina (5-HT) se han
relacionado con el Sll. Sin embargo, la evidencia que respalda su papel fisiopatolégico
en este trastorno es bastante controvertido. Por tal motivo, las perspectivas de esta
investigacion son: Determinar la correlacion entre la disbiosis fecal, los metabolitos
producidos por la microbiota y su efecto sobre la sefializacion serotoninérgica y la

relacion con marcadores de inflamacién y EO a nivel sistémico y en materia fecal.
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15. Anexos

XXVII Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud.
UAM -lztapalapa. Del 28 al 2 Diciembre del 2021
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Introduction

» IBS is considered a multifactorial disorder that includes immune
activation and low-grade inflammation among others

» We have previously shown a higher OS in IBS vs. controls given by
higher concentration of malondialdehyde (MDA), and a lower
concentration of the antioxidants system: reduce glutathione (GSH) and
the ratio of GSH/oxidative glutathione (GSSG)'

To determine the molecular processes involved in the regulation of IBS in
general and in IBS subtypes, with the intention of clarifying the underlying
pathophysiological mechanisms of IBS and IBS subtypes (IBS with
Constipation [IBS-C, n=11], Diarrhea [IBS-D, n=4], Mixed [IBS-M, n=1],
Unsubtyped [IBS-U, n=14].

Inclusion criteria:

Patients with IBS according to Rome Iil
Criteria Negative coatrols for Rome ill
Matched by sex and age
Informed Consent

Criteria:
Selection criteria “Cheonic organic diseases (i.e. diabetes
pressure, auk

Informed consent

n.
<§§
"
il

H

Subjects of the HGM
Gastroenterology
Outpatient Clinic

,&; - - \;un
: » zE.
wiXs 2
ey ][R
milliplex

1L-10: Interleukin 10, IL-4. nterleuin -4, IL-6: Interleukin -6, TNF -a: Tumor Necrosis Factor Alpha, NF -48. Factor Nuclear Kappa -Light-Chain-
Enhancer of Activated B Cells, N2 Nuclear Factor Erythioid 2 related factor

*Data were analyzed with the Student’s t and Mans#Whitney U test and Tukeys HSD
when appropriate, and Pearson's correlations

IBS vs. Controls

p<o0.01 p<o.01

g =
2 I
3 - L ? >
- L] - i =
8s Controls. ns Controls.
- p<oos % . peaor
I~ 27
i - ; _
- —— a _ —
8s Controls 8s Controls
IBS Subtypes p=005
Y
3= *No significant differences
& - were found in the levels of the
£ - other interleukins in the
? different IBS subtypes
o 185-U 185-C 185-D

IL-10 Interleukin 10, -4 Intesteukin -4, IL-6. Interleukin -6, TNF - Tumor Necrosis Factor Aiphs

Correlation of OS with Interleukins

IBS-D

- r=0.99
p=0.04

§ Y
E. 3 -
= o
H
(w077 MDA (nmol/mg/protein r=0.74 1L-20 [pg/pt]
p=003 Ll o]
Western Blot
- p=0.01
- li Controls 18S
ner: D - L
xo SAPDH Wl T e o e — -
- Controls 18s
E p=000
Controls L 1BS
ke G e e o S e
- GAPDH e w—— e — -
- Controls 8BS

NF-48. Factor Nuclear Kappa -Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells, Nrf2. Nuclear Factor Erythroid 2 related factor, GAPDH:
Giycerakdahyde 3-phosphate dehydrogenase

» This study confirms that there is an imbalance between pro and anti-
inflammatory cytokines in IBS

» The data presented in this study suggest different pathophysiological
mechanisms in IBS subtypes

» Our results show that patients with IBS have higher expression of the
transcription factor NF-kB, suggesting it is participation in IBS,
modulating the immune response

» Also, IBS patients have lower expression of the Nrf2 transcription factor,
suggesting an imbalance in the redox state

1. Morales-Guzman AS et al. National Gastroenterology Week 2022
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